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Immunadsorber zur Sepslstherapie 



Zusammenfassung 

Dte Erfindung betnfft immunadsort>er zur Sepsislherapie. insbasondere zur 
Entfarnung von Komplementfaktoren und Lipopolysacchariden (LPS) sovwe ggf. von 
weiteren Sepsis-Mediatoren, wie z.B. TNF und Interteukinen aus KerperflOssigkeiten, 
Verf a hren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung.'^ '■ 





■■* ! 
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tmmunadsorber zur Sepslstherapie 





Die Erfindung betrtfft Immunadsorbef zur Sepsistherapie, insbesondere zur 
Entfernung von Komplementfaktoren und Upopolysacchariden (LPS) sowia ggf. von 
TNF und Interleukinen aus Korperflussigkeiten, Verfahren zu ihrer Herstellung und 
ihre Verwendung. 

JShrlich erkranken in den USA, Japan und der EU ca. 3.5 Miii. Patienten an Sepsis. 
Bei einer Gesamteinwohnerzahl von 785 Mid. fiegt die Inzidenz fur diese Lender 

_jnter n. fi % W ann jedoc h hospitalisierte Patienten hinsichtlich der 

Erkrankungshaufigkeit untersucht werden, wurden "i^.q ±0.16 Sepsisfalle pro 100 
Krankenhausau^nahmen nachgewiesen. Die enorme gesundhertspolitische und 
individuellQ Bedeutung ergibt sich aus der Beobachtung. da(i ca. 25 % dieser 
Patienten auch bei intensivster medizinischer Betreuung durch hochquallfizierte 
Spozialisten in modem ausgerOsteten Einrict^tungen (Intensivstationen) das Syndrom 
des septischen Schocks erieiden. das durch sine Letalitatsrate von >45% 
charakterisiert ist 

Insbesondere bei poiytraumatisierten Patienten (Verkehrsunfaile, Vert>rennung, 
schwere Operationen; ist das Erkrankungsrisiko fur den septischen Schock sehr 
hoch Neben der infektion von aufien ist das Durchbrechen der Darmban-iere fur 
normaierweise im Darm vorkommende gram-negative Bakterien infoige e.nes 
partiellen Funktionsverlustes des Immunsystems dieser Patienten und som.t eine 
Infektion von ,innen" nachzuweisen. 

In mehr ale 50% der Erkrankungen lOsen gram-negative Bakterien brw. dereo 
Zellwandbestandteile die Endotoxine (Llpopolysaccharide. LPS), den ^P^^-'^^ 
Schock aus. Das von den Bakterien freigesetzte LPS bindet sich an Se^;-^^^- 
(LBP) um danach von dem LPS-Rezeptoren der Monocyten/Makrophagen (CDl^ 
alenommen zu werden. Die so aktiviertan CD14. Zeilen produz.e«n Zytok^ 
tTtFaTntedeukinO (IL^I). IL-6. .L-8). die Zytokln-Rezeptor der Z.e.z^.e .hre 
Wirkung aiisuben. 

Paranel .ur Stimulierung der Monozyten und Makrophagen wird das 
Ko^plementsystam ak.iviert. Es ist ein integrierter B-*-*-'^'- 'J^^^^^^^^ 
Abwehr der Saugetiere zur unmittelbaren und onspezifischen Bekampfung 
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bakterieller Mikroorganismen und Fremdpartikel. Von den im Blutsanim 
workommenden K mptementproteinen, vcurangig Proenzym , die durch 
proteolytische Spaltong aktiviert werden, besitzt das C3-Protein mrt einer 
Safumkonzentration von ca. I9/I eine zentrale Rolle. Nach Kontakt der 
Mikroorganismen iriit dem C3 wird das Komplamentprotain C3a abgespallen und 

durchdas'errtsteh^^ eingeletet 

(altemativer Weg der Komplementaktivierurig) und andererseits die Reaktion 
dadurch amplifi»ert, lndem das C3b durch Anlagerung von Serumfaktoren sich zur 
C3-Konvertase wandelt. Das ebenfalls im Serum vbrkommende Komplementprotein 
C5 wird durch die nun verstarkt bereitgesteIKe CS-Konvertase proteolytisch unter 
BiWung von C5a gespalten. An das entstandene CSb lagem sich wa.tere 
Komplementproteine (C6-C9) an. bis schluliendlich der pdymere hydrophobe 
Membranangriffekomplex (MAK) gebildet wurde. der sich in die BaWerlenmenbran 
-^sonidier^ng) einlag ert und Poren bildet. die zur Phagozytose und dam .t 2 ur 
Hinatlon der Mikroorganismen (und des gebundehen MAK) fuhren^D.e .m Kroze. 
der Komplementaktiverung freigesetzten Komplementfaktoren C3a ""^ C5a 
(Anaphyiatoxine) bewirken durch eine E*6hung der Gefaaparn.eabi.itat utkI du^ 
die durch sia induzierte Freisetzung von Chemotoxinen das An.ocken de^ 
phygozytlerenden Zellen an den Ort das bakteriellen Befalls. D.e Vemngerung de^ 
L'ah. an Baktenen bewirkt die Ve-mindemng der Akfv.emng dee 
^.plementsystems. Oiesa unmittalbare und unspezifische R^akt^ m. den 
anderen immunologischen Abwehrsystemen insofern eng venA«Dben. mdem 
b^S^^Leise durch Komplementfaktoren die Synthase und ^'^^^^^^iZx^^e 
zelllre Abv^hr essentie^len Zyto.ine reguLert ^r^. Vr. ^^J^'^^^^'^^^^l 
W5ri.ung zu vermlttein, werden C3a und C5a an spez.fische « '^^"^'^^ ^^Jf^^ 
gebunden, die wiaderum in Abh.ngigkeit von der '-^--^^'Jj;^:^^';^ 
Stark exprimiert werden. Urn die Immunabwehr permanent ^^^^ 
* ^ cinri aktivierte Komplementfaktoren nicht nur nach Betaii 

Normalpersonen in einer Konzentration von 1 - 10 ng/ml. 

tausendfach erhoht sein. 

«. K .rf rt^r Basis von in vitro-Untersuchungen existleren 

kdnnen (z. B. WO-A-98/34959). 
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In ex vivo Verfahren zur Prdvention der Komplementaktivieaing durch kDnstl.ch . 
extrakorporala Oberflachen (z B. Oberflachenbeschichtung n) wurde eina 
unspezifische Komptementinakliv.erong erfolgreich durchg^hrt. Desweitaren .st aus 
US 5 863 722 die seleKtive Entfemung aktivierter Komplementfaktoren unter Nutzung 

hochaffine Antikorper zwischer^zeitlicb gegen ai.e Komponenten des 
Kompleinenteystems generiert wurden. 

Die aufgezeigte funkttonelle Kaskade dient vomehmlich der Eliminiamng der in den 

der Anzahl und/oder Virulenz der eingedrvngenea Baktenen und de^ 
2minSskapaz.t.t des . systems (z.B. ^^'^f^:: 

rDi4 <sCD14) al9 LPS Fanger vorhanden ist, das die Bindung an aiese 

die Schockgenese einletten. die zu im* « 
Krelslaufzusammenbruch tind zum Tod fOhren. 

urn diose Funktionskatte zu durchbrechen sind unterschiedliche Tberapiestr.tsg.en 
untersuchtworden. i,„,ikftmam die die LPS-Bindung an Proteine 

Die Unterbrecbung der Kaskade m.t ^J^^^^^*;;, ^^^f '^^^^^ zytokine Oder an 
(LBP. SCD14). an den Rezeplor (CD14). ^J^^^"^^^ ,unktione«eo 
Zy.oklnrezep.oren un.erbrechen bzw^ rnrt An^;^- c*-^ ^^^.^.^nen 

Bere^cbe ^f^^ZZ.J:'^^^-^^^ 

rrkrrrz^rr^^^^^^^ 



vor. 



zunehmend erkann. werden n.uB»e. daft LPS auch 
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und in ihrem FunktionszustancJ verSndert. die durch dtese TherapieansStze nicht 
beeintrachtigt werden. Au(i rdem mud berOcksichtigt werden, daft ein durch einen 
Antikdrper/Antagonisten inaktiviertes LPS (Immuinkomplex) eliminiert werden muB. 
um eine biologische Reaktivitat permanent auszuschlietten. Dre Eliminierung ist aber 
such eine Funktion des Immunsystems. das, da stark geschwSdit. dieser Au^abe 
kaum Oder nur sehr unvoiikomnTNBn nachkommerrkann: 



Die Entwicklung des septlschen Schocks ist ein sehr dynamisches Geschehen 
primar unterschiedlicher Genese. bei dem innertiaib kurzer Zeit unterschiedrtche 
Mediatoren sehr verschiedene Reaktionen bewirken. die nach anfSnglich 
lebenserhaltender Funktion rasch duroh Fehlregutation zur AusprSgung des 
septischen Schocks ftihren. 

per Erfindung lag deshatb die Aufgabe zugrunde, ein modurar aufgebautes 
nmmunadsorpttonssystem-^nsbesondore^K ^ 9xtrakorpora!e Oetoxifikation zu 
entwickeln. das es ermogflcht. patientenspezifisch Plasma- und Gewebesp.egel zu 
reduzieren. 

Die erfindung beruht unter anderem auf der ErKenntnis. TNF„ ^ne 

SchlOssclstellung in dies«m Regt^lationssystem einnimmt. du^h 
untarschiedlichste .auliere- BnflOsse. wia ..B. Vertetzuogen Ertzu™lu"g^^ 
InfekUonen. Septikamie «.a. von Makrophagen freigesetzt und .nduz-ert uber e.ne 
Zytokinkaskade (.L-1. It-S) eine toKa.e und systemis^e ^'^^^ 
unspezifischen und spezifiscKen Abwahrsystams. Klinisch Suliert ^'^^^ ""^^^^ 
W«-Freiseuung in. ert^hter Karpertemperatur. , Inappetenz und alien 
Folgesymptoman einer katabolischen Stoffwechsellage. In der Pathogenese de 
Seiis s^heint in der fnihen P.ase dieser ^ f^^ZZ Z 

Makrophagen und damit die TNFa-F««.«tzung fflr *« Ob^rteben Pa«e«t« von 
eTser^eller Bedeutung zu sein. wflhrend im weteren Veriauf der anhaKende 
Aktivierungszustand die Dekompensation aller Abwehrreaktionen nach sich zieht 

Die Aufgabe der Erfindung wurde durch einen Immunadsorber zur Sepsistherapie 
geiesl insbesondere dient der erfindungsgemSBe immunadsorber zor|ntfemung 
von Komplementfaktoren und Lipopclysaccharideo (LPS) sowie f'j^^^^^f"'""^ 
von weLreh Sepsis-Mediatoren, wie von TNF und Intedeuk.nen aus 
KbrperfiOssigkeiten. Er is» gekennzeichnet durch "^^^^'^'^IZ^Z^. 
• odTsynthetischen Polymeren, an d« «>.oh. poly- Oder 
gebunden sind. die gegen die Komplementfaktoren C3a und/oder C5a als auch 
geounuoi oi a-=» ^^^^^ pe\ oerichtet sind. In einer bevorzugten 

Antikbrper, die gegen Lipopolysacchande (LPS) gencniei sina. 
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s.eier? 




AusfOhrung sind auch Antik6rper, dre gegen wetter Sepsis-Mediatoren gerichtet 
sind, an die Tr^ger gebunden. 

Bevorzugt handeil es sich urn potyklonale Antikorper besonders bevorzugt um avisre 
Antikorper des Typs JgY. Die AntikSrper gegen Sepsrs-Mediatoren sind entsprechand 
des-Zustandes dei^Oysreguiation-enthalten. :- 



Gem^B der Erfindung handeit es sich dabei um Antikorper. die gegen TNF, (LI, IL6, 
IL8 und/oder IL10 gerichtet sind. 

Bevorzugte Antikdrper gegen den Komplementfaktor C3a weisen mindestens eine 
der folgenden Peptidsequenzen auf 
NH2-KCCEDGMRONPMR-COOH 

NH^RFSCQRRTRFISL'COQH 

NH2-ITELRRQHARAS-COOH 

Bevorzugte Antikorper gegen den Komplementfaktor C5a besitzen mindestens eine 
;7 der folgenden Peptidsequenzen. 

'I NH2-QADYKODDDKLPAE-COOH 
NH2-DpKLPAEGLD»ENS^COOH 

Bevorzugte Antikorper gegen IL10 besitzen mindestens einer der folgende 
Peptidsequenzen 

■J 

NH2-SPGQGTQSENSCT-COOH 
NH7-QMKDQLDNLLLKES-CCOH 
'""'h^: NHr-MPQAENQDPOiKA-COOH 
NH2-LPCENKSKAVEQ-COOH 



Ober Spacer Oder Linker an sie fixiert sind 
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an die TragermateriaJen aus organischen oder synthetischen Polymeren gekoppelt 
warden. 




Die spezifisctien AntiKorper werdea durch an sich bekannte fmmunisierung 
vorzugsweise von Kletnsaugern. wie MSusen. Ratten Oder Kaninchen oder Vdgein, 
. wie_z.B._Huhnem. mit den antsore chenden Antigenen hergestellt. 



Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung der Immunadsorbar in 
Vorrichtungen zur Entfernung von Komptementfaktoren; LPS und ggf. von weiteren 
Medialoren aus KOrparflussigkeiten, wie Blutplasma, in MhSngigkeit der 
patientenspezjfischen Situation 

Bevorzugt werden die Immunadsorber in der Sepsistherapie fur die Plasmaapharese 
bei Patienten mit Sepsts oder septischem Schock eingesetzt. 




)15woliriDrdie~me^^ 

Methoden an die unterschiedlichen Trager gekoppelt werden k6nnen. werden 
bevorzugt aviSre Antikdrper verwendet da diese, im Gegensatz zu Sauger- 
Antikdrpern das Komplementsystem nicht aktivieren. Da die aktivierenden 
Higenschaften an den F^-Teil der Sauger-Antikorper gebunden sind. kann prinzipieH 
auch da$ mit Papain abgespaltene F«b-Fragment verwendet werden. ' 

Nach derzeitigem Kenntnisstand haben immobilisierte aviSre AntikCrper keineriei 
unspezifische Wirkungen auf das Abwehrsystem des Menschea V6gei, 
vorzugsweise HOhner werden mit Oblichen Veitahren ohne oder mit VenA/endung von 
Adjuvantien immunisiert. Die spezifischen Immunglobuline werden im Eidotter 
ausgeschieden und kdnnen bieraus mit Oblichen Methoden iaoliert werden. Sie 
werden mit bekannten Verfahren kovatent am FoTeit an Mikropartikel oder 
Membranen gebunden. 

Mit dem erfindungsgemaften Immunadsorptionssystem fur die extrakorporaie 
Detoxifikation steht erstmals ein selektives System zur Verfugung. wek:hes 
patientenspezifisch einsetzbar ist und durch das FeWregula^onen dea 
Immunsystema behoben werden konnen. 
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Paten tanspruche 




1 , Immunacisortjer zut Sepsistherapie gekenn2eichnet durch 

Tragermatenalien aus organischen Oder synthetischen Polymeren mit 
gebundenen — poiy oder^monoklonalen — Antikfirpem, — die — gegen — die. 



Komplementfaktoren C3a und/oder C5a und gegen Lipopolysaccharide (LPS) 
sowie ggf. mit Antikdrpem, die gegen weitere Sepsis-Medialoren gerichtet sind. 

2, Immunadsorber nach Anspf uch 1 . dadurch gekennzeichnet, dafJ 
die Antlkdrper poiyklonale AntikOrper sind. 

3. immunadsorber nach Anspruch 2. dadurch gekennzeiciinet, daB 

die AntikGrper avi^re Antikorper des Typs IgY sind. 

^ . 

4 Immunadsorber nach Anspruch 1 bis 3. dadurch geVennzeichnet. daB 

weitere Antikorper gegen Sepsis-Mediatoren entsprechend des Zustandes der 

Dysregulatioo enthalten sind. 

6 immunadsorber nach Anspruch 1 und 4. dadurch gekennzeichnet. daft 
diese Antikorper gegen TNF. IL1 , IL6. IL8 und/oder IU1 0 gerichtet sind. 

6 immunadsort^er nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet. dali die gebundenen 
■ Antikorper gegen mindestens eine der fotgenden Pept.dsequenzen der 
. Komplernentfaktoren C3a und C5a 

C3a: NH2-KCCEDGMRQNPMR-COOH 
NHz-RFSCQRRTRFISL-COOH 
NH2-iTELRRQHARAS-COOH 

C5a: NH^'QADYKDDDDKLPAE-COOH 
NHz-DDKLPAEGLDiENS-COOH 

gerichtet sind. 

7 ..munadsorber nach An.pruch 5. dadu.:h gekennzeichnet. da. die Antikorper 
gegen mindestens eine der folgende Peptidsequenzen 

IL10 NHj-SPGQGTQSENSCt-COOH 
NHj-OMKDQLDNLLLKES-CCOH 
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NH2-MPQAENQDPOIKA-COOH 
NHz-LPCENKSKAVEQ-COOH 



geiichtet sind. . 





8. lmmunadsorb>er nach den Anspruchen 1 bis 7. dadurch gekennzeichnet, daG das 
organische Oder synthetische TrSgermaterial aus Membranen Oder Partikein aus 
Poiystyroten. KoWenhydraten, wie Zellutose- Oder Agarosederivaten, oder 
Acrylaten besteht. 

9. Immunadsorber nach den Anspruchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet. datt die 
spezifischen Antikorper kovalent an die Membranen Oder Partikel gebunden sind. 

10. immunadsorber nach den Anspruchen 1 bis 8. da durch gekennzeichn et, daS die 
Antik6rper uber Spacer oder Linker an die Tragermaterialien fixiert smd. 

11. Verfahren zur Herstellung von Immunadsorbem gem^G Anspruch 1 bis 10, 
dadurch gekenzeichnet, dali an Tragermateriaien aus organischen oder 
synthetischen Polymeren Antikdrper, die gegen C3a und/oder C5a und LPS 
sowie ggf- gegen weitere Sepsis-Mediatoren gerichtet sind. kovalent Oder 
adsorptiv gekoppett werden. 

12 Verfahren nach Anspruch 11. dadurch gekennzeichnet. daS die Antikorper durch 
Immunisierung vonsugsweise von Kleinsaugern. wie Mausen. Ratten Oder 
Kaninchen, Oder vageln, wie HDhnern. mit den entsprechenden Antigenen 
hergestelft werden. 

13. Verv^endung von tmmunadsorbem gemSB Anspruch 1 bis 10 als wirk^mej 
Bestandteil einer Vorrichtung zur Enlfernung von Komptementfaktoren. LPS und. 
ggf. weiteren Mediatoren in patientenspezifischer Kombination 8U3 

Kdrperflussigkeiten. 



14. Verwandung nach Anspruch 13, dadurch 
immunadsorber fOr die Piasmaapheresa bei 
sepUschem Schock eingesetzt werden. 



gekennzeichnet. daB die 
Patienten . mit Sfepsis oder 
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